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紫外、可见、近红外分光光度计检定规程

1 范围

本规程适用于波长范围190nm~2600nm,波长连续可调的可见、紫外-可见、紫

外-可见-近红外分光光度计的首次检定、后续检定和使用中检验。

2 引用文献

本规程引用下列文献:
国际法制计量组织(OIML)国际建议R135 《医学实验室分光光度计》(International

recommendationOIMLR135Edition2004Spectrophotometersformedicallaboratories)

JJF1001—1998 《通用计量术语及定义》

JJF1059—1999 《测量不确定度评定与表示》
使用本规程时,应注意使用上述引用文献的现行有效版本。

3 概述

紫外可见近红外分光光度计 (以下简称仪器)是根据物质的分子对紫外、可见、近

红外区辐射 (光)的选择性吸收和朗伯-比尔 (Lambert-Beer)定律对物质进行定量分

析和定性鉴别的仪器。
郎伯-比尔定律的数学表达式为:

A=-lg(I/Io)=-lgT=klc
式中:A———物质的吸光度;

Io———入射的单色光强度;

I———透射的单色光强度;

T ———物质的透射比;

k———物质的吸光系数;

l———被分析物质的光程;

c———物质的浓度。
仪器主要由光源、单色器、样品室、检测器、信号处理和显示与存储系统组成。

4 计量性能要求

为便于描述计量性能要求,将仪器的工作波长划分为三段,分别是A段 (190nm
~340nm)、B段 (340nm~900nm)、C段 (900nm~2600nm)。按照计量性能的高

低将仪器划分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ共4个级别。

4.1 波长最大允许误差

仪器波长最大允许误差应符合表1的要求。
1
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表1 波长最大允许误差 nm

级 别 A 段 B 段 C 段

Ⅰ ±0.3 ±0.5 ±1.0

Ⅱ ±0.5 ±1.0 ±2.0

Ⅲ ±1.0 ±4.0 ±4.0

Ⅳ ±2.0 ±6.0 ±6.0

4.2 波长重复性

仪器波长重复性应满足表2要求。

表2 波长重复性 nm

级 别 A 段 B 段 C 段

Ⅰ ≤0.1 ≤0.2 ≤0.5

Ⅱ ≤0.2 ≤0.5 ≤1.0

Ⅲ ≤0.5 ≤2.0 ≤2.0

Ⅳ ≤1.0 ≤3.0 ≤3.0

4.3 噪声与漂移

仪器噪声与漂移应符合表3的要求。

表3 仪器噪声与漂移的要求 %

级 别 透射比为0%噪声 透射比为100%噪声 漂 移

Ⅰ ≤0.05 ≤0.1 ≤0.1

Ⅱ ≤0.1 ≤0.2 ≤0.2

Ⅲ ≤0.2 ≤0.5 ≤0.5

Ⅳ ≤0.5 ≤1.0 ≤1.0

注:非扫描仪器不作漂移指标。

4.4 最小光谱带宽

仪器的最小光谱带宽误差应不超过标称光谱带宽的±20%。

4.5 透射比最大允许误差

仪器透射比最大允许误差应满足表4要求。

表4 透射比最大允许误差 %

级 别 A 段 B 段

Ⅰ ±0.3 ±0.3

Ⅱ ±0.5 ±0.5

Ⅲ ±1.0 ±1.0

Ⅳ ±2.0 ±2.0

2
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4.6 透射比重复性

仪器透射比重复性应满足表5要求。

表5 透射比重复性 %

级 别 A 段 B 段

Ⅰ ≤0.1 ≤0.1

Ⅱ ≤0.2 ≤0.2

Ⅲ ≤0.5 ≤0.5

Ⅳ ≤1.0 ≤1.0

4.7 基线平直度

仪器基线平直度以吸光度表示,应符合表6要求。

表6 基线平直度

级 别 A 段 B 段 C 段

Ⅰ ±0.001 ±0.001 ±0.002

Ⅱ ±0.002 ±0.002 ±0.005

Ⅲ ±0.005 ±0.005 ±0.010

Ⅳ ±0.010 ±0.010 ±0.020

4.8 电源电压的适应性

电源电压波动为(220±22)V时,仪器的透射比示值变化应满足表7要求。

表7 电源电压的适应性 %

级  别 透射比示值变化

Ⅰ ±0.2

Ⅱ ±0.5

Ⅲ ±1.0

Ⅳ ±2.0

4.9 杂散光

仪器杂散光应符合表8要求。

表8 杂散光 %

级 别
A 段 B 段 C 段

220nm 360nm 420nm 1420nm

Ⅰ ≤0.1 ≤0.1 ≤0.2 ≤0.2

Ⅱ ≤0.2 ≤0.2 ≤0.5 ≤0.5

Ⅲ ≤0.5 ≤0.5 ≤1.0 ≤1.0

Ⅳ ≤1.0 ≤1.0 ≤2.0 ≤2.0

3
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4.10 吸收池的配套性

吸收池配套性应符合表9要求。

表9 吸收池配套性要求 %

吸收池类别 波长 配套误差

石英 220nm 0.5

玻璃 440nm 0.5

5 通用技术要求

5.1 安全性能

仪器的绝缘电阻应不低于20MΩ。

5.2 标志

仪器应有下列标志:名称、型号、编号、制造厂名、出厂日期、工作电源电压、频

率。国产仪器应有制造生产许可标志及编号。

5.3 外观

仪器各紧固件均应紧固良好,各调节旋钮、按键和开关均能正常工作,电缆线的接

插件均能紧密配合且接地良好。
仪器应能平稳地置于工作台上,样品架定位正确。
指示器刻线粗细均匀、清晰,数字显示清晰完整,可调节部件不应有卡滞、突跳及

显著的空回。

5.4 吸收池

吸收池不得有裂纹,透光面应清洁,无划痕和斑点。

6 计量器具控制

计量器具控制包括首次检定、后续检定和使用中检验。

6.1 检定条件

6.1.1 波长标准物质

6.1.1.1 汞灯;

6.1.1.2 附有1,2,5nm三个光谱带宽下波长标准值的氧化钬、镨钕、镨铒滤光片;

6.1.1.3 氧化钬溶液,质量浓度为40g/L;

6.1.1.4 1,2,4-三氯苯 (分析纯);

6.1.1.5 干涉滤光片:峰值波长标准不确定度≤1nm,光谱带宽<15nm。

6.1.2 透射比标准物质

6.1.2.1 质量分数为0.06000/1000重铬酸钾的0.001mol/L高氯酸标准溶液;

6.1.2.2 紫外光区透射比滤光片;

6.1.2.3 光谱中性滤光片,其透射比标称值为10%,20%,30%。

6.1.3 杂散光标准物质

6.1.3.1 截止滤光片,使用波长分别为220,360,420nm,半高波长分别为260,
4
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400,470nm,截止波长分别不小于225,365,430nm,截止区吸光度不小于3,透光

区平均透射比不低于80%;

6.1.3.2 碘化钠标准溶液,浓度为10.0g/L;

6.1.3.3 亚硝酸钠标准溶液,浓度为50.0g/L。

6.1.4 标准石英吸收池:规格为10.0mm,其透射比配套误差不大于0.2%。

6.1.5 检定用设备

6.1.5.1 调压变压器:输出功率不小于500W,输出电压(0~250)V;

6.1.5.2 兆欧表:试验电压500V,10级;

6.1.5.3 万用表:不低于2.5级;

6.1.5.4 秒表:分度值不大于0.1s。

6.1.6 环境条件

6.1.6.1 温度:(10~35)℃;

6.1.6.2 相对湿度不大于85%;

6.1.6.3 电源:电压为(220±22)V;频率为(50±1)Hz;

6.1.6.4 仪器不应受强光直射,周围无强磁场、电场干扰,无强气流及腐蚀性气体。

6.2 检定项目

仪器的首次检定、后续检定及使用中检验项目见表10。

表10 检定项目一览表

序号 检定项目 首次检定 后续检定 使用中检验

1 通用技术要求 + + +
2 波长示值误差与重复性 + + +
3 噪声与漂移 + + +
4 光谱带宽 + - -
5 透射比示值误差与重复性 + + +
6 基线平直度 + + -
7 电源电压的适应性 + - -
8 杂散光 + + +
9 吸收池的配套性 + + +
注:“+”为应检项目,“-”为可不检项目。

6.3 检定方法

6.3.1 通用技术要求的检查

6.3.1.1 安全性能

用500V兆欧表,测量仪器电源进线端与机壳 (或接地端子)间的绝缘电阻。测试

时电源插头不接入电网,电源开关置于接通位置,用导线将电源插头的相线与零线短

路,用兆欧表读取电源插头的相线与仪器接地端子之间的绝缘电阻。

6.3.1.2 外观、标志及吸收池

按5.2~5.4的要求,目视、手动检查。
5
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6.3.2 波长最大允许误差及波长重复性

6.3.2.1 标准物质的选择

根据仪器选择标准物质,参见表11。可供选择的标准物质是:①低压石英汞灯,

②氧化钬滤光片,③氧化钬溶液,④标准干涉滤光片,⑤镨钕滤光片,⑥镨铒滤光片,

⑦1,2,4-三氯苯 (分析纯),⑧仪器的氘灯,⑨高压汞灯。

表11 波长标准器的选择

级 别 A 段 B 段 C 段

Ⅰ ①、②、③ ①、②、③、⑤、⑥、⑧ ⑨、⑦

Ⅱ ①、②、③ ①、②、③、⑤、⑥、⑧ ⑨、⑦

Ⅲ ①、②、③ ①、②、③、④、⑤、⑥、⑧ ⑨、⑦

Ⅳ ①、②、③ ①、②、③、④、⑤、⑥、⑧ ⑨、⑦

根据仪器的工作波长范围正确选择测量波长,A段、B段每间隔100nm至少选择

一个波长检定点,C段根据仪器的波长范围参照附录表A.1、A.4至少均匀选择五个波

长检定点。

6.3.2.2 检定步骤

a)非自动扫描仪器

使用溶液或滤光片标准物质时,选取仪器的透射比或吸光度测量方式,在测量的波

长点用空气作空白调整仪器透射比为100% (0A),插入挡光板调整透射比为0%,然

后将标准物质垂直置于样品光路中,读取标准物质的光度测量值,重复上述步骤在波长

检定点附近单向逐点测出标准物质的透射比或吸光度,求出相应的透射比谷值或吸光度

峰值波长λi,连续测量3次。
选择汞灯时,将汞灯置于光源室使汞灯的光入射到单色器入射狭缝,选取仪器的能

量测量方式,设定合适的增益,调整汞灯的位置使能量值达到最大,然后,在峰值波长

附近单向逐点测出能量最大值对应的峰值波长,记录λi,连续测量3次。

b)自动扫描仪器

根据选择的检定波长设定仪器的波长扫描范围 (如果波长扫描范围较宽允许分段扫

描)、常用光谱带宽、慢速扫描、小于仪器波长重复性指标的采样间隔 (如果不能设定

波长采样间隔,应选取较慢的扫描速度)。使用溶液或滤光片标准物质时,采用透射比

或吸光度测量方式,根据设定的扫描参数用空气作空白进行仪器的基线校正,用挡光板

进行暗电流校正,然后将标准物质垂直置于样品光路中,设置合适的记录范围,连续扫

描3次,分别检出 (或测量)透射比谷值或吸光度峰值波长λi。
使用低压石英汞灯时,按6.3.2.2a)连续扫描3次,分别检出 (或测量)能量的

峰值波长λi。

6.3.2.3 结果计算

将每个测量波长按照式 (1)计算波长示值误差:

Δλ=췍λ-λs (1)
6
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式中:췍λ———3次测量的平均值;

λs———波长标准值。
按照式 (2)计算波长重复性:

δλ=λmax-λmin (2)
式中:λmax,λmin———分别为3次测量波长的最大值与最小值。

6.3.3 噪声与漂移

根据仪器的工作波段范围选取A段250nm,B段500nm,C段1500nm作为噪声

的测量波长,500nm为漂移的测量波长。
设置仪器的扫描参数为:时间扫描方式 (或定波长扫描),光谱带宽2nm (固定光

谱带宽的仪器不设),时间采样间隔 (或积分时间)1s,光度测量方式为透射比,记录

范围99%~101% (非扫描仪器不设),在每个测量波长处置参比光束与样品光束皆为

空气空白,调整仪器的透射比为100%,扫描2min,测量图谱上最大值与最小值之差

(非扫描仪器,记录2min内的最大值与最小值),即为仪器透射比100%噪声。在样品

光路中插入挡光板调整仪器透射比为0%,扫描2min,测量图谱上最大值与最小值之

差 (非扫描仪器记录2min内的最大值与最小值),即为仪器透射比0%噪声。
波长切换时,允许见光稳定5min。
自动扫描仪器,按上述要求测试透射比0%和100%噪声后,波长置于500nm处,

扫描30min,读出扫描图谱包络线中心线的最大值和最小值之差即为仪器的透射比

100%线漂移。

6.3.4 最小光谱带宽

具有氘灯的仪器选择氘灯的656.1nm 特征谱线,没有氘灯的仪器选择汞灯

546.1nm (或253.7nm)的特征谱线,选择最小光谱带宽,按照6.3.2.2方法记录氘灯

或汞灯的特征谱线图谱,测量半峰宽即为最小光谱带宽。

6.3.5 透射比最大允许误差和重复性

6.3.5.1 检定步骤

a)用6.1.2.1的标准物质及标准吸收池,分别在235,257,313,350nm处测量

透射比三次。
也可用6.1.2.2的紫外区透射比滤光片测量。

b)用透射比标称值为10%,20%,30%的光谱中性滤光片,分别在440,546,

635nm处,以空气为参比,测量透射比三次。

6.3.5.2 结果计算

按式 (3)计算透射比示值误差:

ΔT=췍T-Ts (3)
式中:췍T———3次测量的平均值;

Ts———透射比标准值。
按照式 (4)计算透射比重复性:

δT =Tmax-Tmin (4)
式中:Tmax,Tmin———3次测量透射比的最大值与最小值。
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6.3.6 基线平直度

按仪器要求进行基线校正后,设置仪器光谱带宽2nm (无光谱带宽调整挡的仪器

不设),扫描速度中速,取样间隔1nm,参照仪器说明书设定合适的吸光度量程,在波

长下限加10nm,波长上限减50nm进行扫描,测量图谱中起始点的吸光度与偏离起始

点的吸光度 (取最大偏离点)之差即为基线平直度 (在更换光源或接收器时允许有瞬间

跳动)。

6.3.7 电源电压的适应性

用调压器输入220V电压,在选择波长250,500,1500nm处,调整透射比示值

为100%,改变输入电压,分别记录仪器在198V和242V时的透射比示值,并计算与

100%的差值即为电源电压的适应性。

6.3.8 杂散光

选择6.1.3规定的杂散光测量标准物质,在相应波长处测量标准物质的透射比,其

透射比值即为仪器在该波长处的杂散光。

a)A段用碘化钠标准溶液 (或截止滤光片)于220nm,亚硝酸钠标准溶液 (或截

止滤光片)于360nm (钨灯),10nm标准石英吸收池,蒸馏水作参比,光谱带宽2nm
(无光谱带宽调整挡的仪器不设)测量其透射比示值。

b)B段棱镜式仪器,用截止滤光片,在波长420nm处,以空气为参比,测量其透

射比值。

c)C段用 H2O于1420nm波长处,测量其透射比示值,以空气为参比。

d)对于需要测量仪器的低杂散光值时,使用衰减片,先测出衰减片的透射比值,
再以衰减片为参比,测量上述标准物质透射比值,两者透射比值的乘积即为杂散光。

6.3.9 吸收池的配套性

仪器所附的同一光径吸收池中,装蒸馏水于220nm (石英吸收池)、440nm (玻璃

吸收池)处,将一个吸收池的透射比调至100%,测量其他各池的透射比值,其差值即

为吸收池的配套性。
对透射比范围只有0~100%挡的仪器,可用95%代替100%。

6.3.10 对于测量方法没有完全包括在本规程范围内的其他类型分光光度计,其主要技

术指标可参照上述检定方法进行检定,技术要求可参照仪器出厂技术指标要求。

6.4 检定结果的处理

6.4.1 新制造的仪器应全面按6.2表10中的首次检定项目进行检定。后续检定、使用

中检验,原则上按表10中的后续检定和使用中检验的内容进行,必要时按首次检定要

求进行。

6.4.2 按本规程检定合格的仪器,发给检定证书,并以检定结果中最低级别注明仪器

合格级别;若应检项目中 (不包括4.10),有一项指标不符合要求,即判为不合格,发

给检定结果通知书,并注明不合格项目。

6.5 检定周期

检定周期一般不超过1年,在此期间内,仪器经修理或对测量结果有怀疑时,应及

时进行检定。
8
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附录A

波长标准物质的参考波长

表A.1 汞灯参考波长值 nm

编号 波长

1 205.29

2 226.22

3 230.21

4 248.20

5 253.65

6 275.28

编号 波长

7 296.73

8 302.15

9 313.18

10 365.02

11 365.48

12 366.33

编号 波长

13 404.66

14 435.83

15 491.60

16 546.07

17 576.96

18 579.00

编号 波长

19 690.72

20 1014.0

21 1128.8

22 1364.6

23 1349.1

24 1529.6

注:当光谱带宽大于0.5nm时不要选择365.02nm 与365.48nm 的谱线;当光谱带宽大于

2.5nm时不要选择365.02nm与365.48nm及576.96nm与579.00nm的谱线。

表A.2 低压汞灯谱线强度 (供参考)

波长/nm 强度

253.65 130

275.28 0.5

296.73 10

302.15 1

313.18 1

波长/nm 强度

365.02 25

365.48 10

366.33 5

404.66 45

435.83 85

波长/nm 强度

546.07 50

576.96 15

579.00 10

690.72 0.5

注:谱线强度与光源和检测器等因素有关。

表A.3 氧化钬玻璃的参考波长 nm

编号 波长

1 279.4

2 287.5

3 333.7

4 360.9

编号 波长

5 385.9

6 418.7

7 453.2

8 460.0

编号 波长

9 484.5

10 536.2

11 637.5

12

注:不同厂家不同批次滤光片的参考波长可能存在少许差异,参考波长值应以具有标准物质校

准资格的机构的校准波长为准,并应定期进行校正。

表A.4 1,2,4-三氯苯参考波长 nm

编号 波长

1 1660.6

2 2152.6

编号 波长

3 2312.6

4 2403.0

编号 波长

5 2437.4

6 2494.0

编号 波长

7 2543.0
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附录B

重铬酸钾标准溶液在相应波长下

不同温度、不同光谱带宽时的透射比值

表B.1 重铬酸钾标准溶液在相应波长下不同温度时的透射比值 %

   波长/nm
温度/℃   

235 257 313 350

10 18.0 13.5 51.2 22.6

15 18.0 13.6 51.3 22.7

20 18.1 13.7 51.3 22.8

25 18.2 13.7 51.3 22.9

30 18.3 13.8 51.4 22.9

注:光谱带宽2nm。

表B.2 重铬酸钾标准溶液在20℃时相应波长下不同光谱带宽的透射比值 %

   波长/nm
带宽/nm   

235.0 257.0 313.0 350.0

1 18.1 13.6 51.3 22.8

2 18.1 13.7 51.3 22.8

3 18.1 13.7 51.2 22.8

4 18.2 13.7 51.1 22.9

5 18.2 13.8 51.0 22.9

6 18.2 13.8 50.9 22.9
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附录C

标准溶液的配制方法

C.1 10g/L碘化钠溶液

称取已干燥过的碘化钠5.0g (称准至±0.1g)于烧杯中,用蒸馏水溶解,然后移

入500mL容量瓶中,用蒸馏水稀释至刻度,摇匀并避光保存。

C.2 50g/L亚硝酸钠溶液

称取已干燥过的亚硝酸钠25.0g (称准至±0.1g),按上述方法配成500mL。

C.3 60.00mg/L重铬酸钾溶液

称取已干燥过的重铬酸钾60.00mg,移入1L容量瓶中,用蒸馏水溶解,加入

1mL的1.0mol/L高氯酸溶液,再用蒸馏水稀释溶液质量为1000.0g,避光密封保存。

C.4 40g/L氧化钬溶液

称取已干燥过的氧化钬 (基准试剂)4g (准确至±0.1g),放置100mL容量瓶

中,再加入10%高氯酸溶液至刻度,待溶解摇匀后,避光密封保存。
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附录D

检定证书内页格式

检 定 结 果

1 通用技术要求:

2 波长示值误差:A段  B段  C段

3 波长重复性: A段  B段  C段

4 噪声与漂移:透射比为100%噪声  透射比为0%噪声

透射比为100%漂移

5 最小光谱带宽:

6 透射比示值误差:

7 透射比重复性:

8 基线平直度:

9 电源电压的适应性:

10 杂散光:   220nm    360nm    420nm    1420nm
11 吸收池的配套性:   220nm       440nm
12 绝缘电阻:

注:波长范围A段190nm~340nm;B段340nm~900nm;C段900nm~2600nm。
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附录E

紫外、可见、近红外分光光度计检定记录格式

记录编号: 年   月   日

送检单位 室温

联系电话 相对湿度

仪器型号 制造厂

出厂编号 仪器类别

证书编号

E.1 外观

E.2 波长示值误差与重复性 nm

标准物质 标准波长 测量值 平均值 误差 重复性

E.3 噪声与漂移 %

项目 透射比0% 透射比100% 漂移 (30min)

测量值

E.4 最小光谱带宽 nm

标称光谱带宽

测量光谱带宽

E.5 透射比示值误差与重复性 %

波长/nm 标准值 测量值 平均值 误差 重复性

235

257

313

350
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表 (续)

波长/nm 标准值 测量值 平均值 误差 重复性

440

546

635

E.6 基线平直度

波长范围 测定值

A段

B段

C段

E.7 电源电压适应性

电源电压/V 198 242

透射比值/%

E.8 杂散光

标准物质 测量波长/nm 杂散光/%

E.9 吸收池配套性

波长/nm 池号 池号 池号 池号

220

440
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E.10 安全性能

MΩ
E.11 备注:

检定员:   年   月   日     核验员:   年   月   日
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